Тест-система для фенотипического определения лекарственной чувствительности клинических изолятов микобактерий туберкулеза на основе применения микобактериофагов by M. Lapenkova B. et al.
14
Туберкулёз и болезни лёгких, Том 98, № 8, 2020
© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2020 
УДК 616-002.5-078  HTTP://DOI.ORG/10.21292/2075-1230-2020-98-8-14-22
Тест-система для фенотипического определения лекарственной 
чувствительности клинических изолятов микобактерий 
туберкулеза на основе применения микобактериофагов
М. Б. ЛАПЕНКОВА1, Г. А. АРУСТАМОВА1, Ю. С. АЛЯПКИНА1, П. Н. ФИЛИППОВ2, С. В. ЛАЗЕБНЫЙ2, М. А. ВЛАДИМИРСКИЙ1 
1ФГБУ «Национальный исследовательский медицинский центр фтизиопульмонологии и инфекционных заболеваний» МЗ РФ, 
Москва, РФ 
2ГБУЗ МО «Московский областной клинический противотуберкулезный диспансер», Москва, РФ 
Проблема ускоренного фенотипического исследования лекарственной чувствительности клинических изолятов микобактерий туберкулеза 
(МБТ) остается актуальной. 
Цель исследования: разработка новой тест-системы для ускоренного фенотипического определения лекарственной чувствительности 
клинических изолятов МБТ к противотуберкулезным препаратам (ПТП) первого и второго рядов на основе применения литических 
микобактериофагов. 
Материалы и методы. Культуры МБТ (108 клинических изолятов после первичного культивирования в системе Bactec MGIT) инкубиро-
вали 48 ч в присутствии ПТП, затем 48 ч после добавления литического микобактериофага D29. Последующая мультиплексная реакция 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени позволяла провести количественный анализ ДНК МБТ и ДНК микобакте-
риофага. Лекарственная чувствительность исследуемого образца оценивалась по величине различий пороговых уровней флюоресценции, 
соответствующих количеству микобактериофага, между контрольной и опытной пробой. Одновременно лекарственная чувствитель-
ность/устойчивость всех клинических изолятов МБТ после рекультивирования анализировалась в системе Bactec MGIT, который был 
принят в качестве эталонного метода. 
Результаты исследования. Определение на основе применения литического микобактериофага лекарственной чувствительности/устой-
чивости 108 изолятов МБТ к четырем препаратам первого ряда и 90 изолятов к шести препаратам второго ряда ПТП продемонстрировало 
высокий уровень совпадения с результатами в системе Bactec MGIT. Это позволило определить 99,5%-ную чувствительность и 100%-ную 
специфичность метода для 3 препаратов первого ряда в целом; несколько ниже для этамбутола (86 и 96,9% соответственно), а также чув-
ствительность 94,83% при специфичности 98,85% – для препаратов второго ряда.
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The issue of rapid phenotypic drug sensitivity testing of clinical isolates of tuberculous mycobacteria remains relevant.  
The objective of the study is to develop a new test system for rapid phenotypic drug sensitivity testing of MTB clinical isolates based on lytic 
mycobacteriophages, capable of testing resistance to first and second line drugs.  
Subjects and methods. Cultures of MTB (108 clinical isolates after primary culturing in Bactec MGIT) were incubated for 48 hours with addition 
of anti-tuberculosis drugs, then for 48 hours more after adding lytic mycobateriophage D29. The subsequent multiplex reaction of the polymerase 
chain reaction in real time allowed performing quantitative analysis of MTB DNA and mycobacteriophage DNA. The drug sensitivity of the tested 
sample was assessed by ranges of the differences in fluorescence threshold levels corresponding to the amount of mycobacteriophages between the 
control and test sample. At the same time, the drug sensitivity/resistance of all MTB clinical isolates after repeated culture was tested by Bactec 
MGIT which was adopted as a reference method. 
Results. Lytic mycobacteriophage-based drug sensitivity testing of 108 MTB isolated to four first line drugs and 90 isolates to six second line 
anti-tuberculosis drugs demonstrated a high level of concordance with the results of the Bactec MGIT system. It provided 99.5% sensitivity and 
100% specificity of the method for 3 first-line drugs; it was slightly lower for ethambutol (86 and 96.9%, respectively), while for second line drugs, 
its sensitivity made 94.83% and specificity - 98.85%.
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В связи с распространением туберкулеза с ле-
карственной устойчивостью возбудителя в мире и 
в России быстрое определение лекарственной чув-
ствительности микобактерий туберкулеза (МБТ) 
к широкому спектру противотуберкулезных пре-
паратов (ПТП) продолжает оставаться актуальной 
проблемой фтизиатрии [12, 17].
За последние два десятилетия развитие получили 
молекулярно-генетические технологии, обеспечи-
вающие ускоренный анализ ДНК-мутаций, связан-
ных с возникновением лекарственной устойчивости, 
в клинических изолятах МБТ. В России значитель-
ное развитие и широкое внедрение в практику ми-
кробиологических лабораторий получили методы, 
основанные на мультиконкурентной аллель-специ- 
фичной полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ). Они обнаруживают 
мутации ДНК с помощью флюоресцентно мечен-
ных аллель-специфичных праймеров, содержащих 
специфические замены [1-3].
Другие молекулярно-генетические методы осно-
ваны на гибридизации ДНК МБТ с соответствую-
щими ДНК-зондами, обнаруживающими мутации в 
формате специальных окрашиваемых полосок или 
биочипов. Это тест-системы Line Probe Assay (LPA), 
или системы биочипов с флюоресцентной детекцией 
[5, 7, 18]. Для МБТ установлены основные гены и 
мутации в них, определяющие устойчивость к ПТП, 
и они соответствуют фенотипической устойчивости 
к изониазиду, рифампицину, канамицину, капрео- 
мицину, фторхинолонам, в несколько меньшей 
степени к этамбутолу (79%), пиразинамиду (86%), 
моксифлоксацину (79%) [9]. 
Известны также автоматизированные молеку-
лярные методы, в частности система GeneXpert, 
позволяющая определить наличие МБТ и их устой-
чивость к рифампицину. Известно, что эффектив-
ность этой системы снижается при исследованиях 
биологических образцов с низким содержанием 
МБТ [8, 20]. В последнее время развиваются тех-
нологии ДНК- и РНК-секвенирования, особенно 
методы полногеномного секвенирования, которые 
также претендуют на воплощение в клинико-лабо-
раторной медицине, в том числе для применения в 
клинической практике [11, 16, 22, 23].
Несмотря на развитие новых молекулярно-ге-
нетических технологий, которые позволяют су-
щественно сократить сроки определения лекар-
ственной чувствительности МБТ, фенотипические 
методы определения лекарственной устойчивости 
остаются золотым стандартом. Это обусловлено не-
обходимостью определения активности лекарствен-
ного агента по ингибированию метаболизма МБТ 
конкретного клинического изолята. Эффектив-
ность молекулярно-генетических методов опреде-
ляется сопоставлением с фенотипическим методом. 
Это традиционный метод культивирования на среде 
Левенштейна ‒ Йенсена, который требует после по-
лучения первичной культуры МБТ дополнительно 
2-3 нед. для определения ее лекарственной чувстви-
тельности в отношении критических концентраций 
ПТП. Относительно ускоренным, наиболее распро-
страненным и надежным фенотипическим методом 
определения лекарственной чувствительности МБТ 
в клинических изолятах является метод их рекуль-
тивирования в системе Bactec MGIT в присутствии 
критических концентраций ПТП. Исследование 
образцов занимает 8-10 дней, результаты оценива-
ются автоматически как чувствительный (S) или 
устойчивый (R) [13, 15]. Недостатками являются 
возможность получения ложноположительных 
результатов при контаминации культур нетубер-
кулезными микобактериями и высокая стоимость 
исследования (около 1,5 тыс. руб. на тестирование 
к одному препарату). 
В России на основе традиционной технологии 
культуральных исследований была создана и в 
последние годы внедрена более экономичная фе-
нотипическая лабораторная технология (набор ре-
агентов «ТБ тест-набор») на основе применения 
так называемого нитрат-редуктазного метода, или 
метода Грисса. В основе метода лежит окрашивание 
культуры МБТ, полученной после роста микобак-
терий на среде Левенштейна ‒ Йенсена, в красный 
цвет после добавления реактива Грисса. При срав-
нительных исследованиях лекарственной чувстви-
тельности 182 клинических изолятов МБТ указан-
ного метода и системы Bactec MGIT к препаратам 
первого ряда эффективность метода составила для 
изониазида, рифампицина и стрептомицина в сред-
нем 97,5%, а для этамбутола несколько меньше – 
93,5%. Этот метод является весьма экономичным и 
может быть реализован в среднем в течение 10 дней, 
однако требует использования значительного ко-
личества микробных клеток МБТ, не менее чем 
5 × 108/мл, получаемых при предварительном куль-
тивировании на среде Левенштейна ‒ Йенсена [4].
Применение микобактериофага D29 для фе-
нотипического определения лекарственной чув-
ствительности клинических изолятов МБТ ранее 
показано в двух работах американских авторов, в 
которых с использованием ПЦР был реализован 
принцип количественного определения ДНК ми-
кобактериофага для анализа его размножения в 
клетках МБТ [10, 19]. Принцип метода основан на 
том, что размножение микобактериофага угнета-
ется соответственно ингибированию метаболизма 
МБТ ПТП. Однако исследования этих авторов не 
привели к созданию пригодной для практического 
применения тест-системы и соответствующего на-
бора реагентов в связи с использованием сложной 
и многоступенчатой процедуры анализа. Предва-
рительные данные о возможности применения ми-
кобактериофага при использовании упрощенного 
метода исследования были показаны нами [6].
Цель исследования: разработка новой тест-си-
стемы для ускоренного фенотипического определе-
ния лекарственной чувствительности клинических 
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изолятов МБТ к ПТП первого и второго рядов на 
основе применения литических микобактериофагов. 
Материалы и методы
Микобактериальные культуры и микобакте-
риофаг. В работе использовали штамм нетубер-
кулезной микобактерии Mycobacterium smegmatis 
mc2 155 из коллекции ГУ «НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи». Культуры 
108 клинических изолятов МБТ получены из бак-
териологической лаборатории ГБУЗ Московской 
области «Московский областной клинический про-
тивотуберкулезный диспансер» после их первично-
го культивирования в жидкой питательной среде 
с использованием автоматизированной системы 
Bactec MGIT. Микобактериофаг D29 был любезно 
предоставлен профессором Graham Hatful из Пит-
тсбургского университета США.
Культивирование и определение биологической 
активности микобактериофага D29
Для приготовления препарата микобактериофага 
D29 готовили суспензию M. smegmatis после ее роста 
на плотной питательной среде Миддлбрук 7H10 
в объеме 20 мл жидкой среды 7H9 с 2 мМ CaCl2 с 
оптической плотностью 1,0. Затем эту суспензию 
инкубировали в течение суток при 37°С, после чего 
добавляли 1 мл микобактериофага D29 с концен-
трацией 108/мл бляшкообразующих единиц (БОЕ) 
и инкубировали 72 ч при 37°С. Затем суспензию 
центрифугировали при 3 тыс. об/мин 15 мин. Су-
пернатант фильтровали через стерильный милли-
поровый фильтр 0,22 мк. Титр микобактериофа-
га определяли при десятикратном титровании на 
чашках с M. smegmatis. Биологическую активность 
фага определяли, умножая число получаемых пла-
ков (зоны лизиса) на чашках с газоном M. smegmatis 
на соответствующее разведение.
Противотуберкулезные препараты. В качестве 
ПТП использовали стрептомицин сульфат (STR), 
изониазид (INH), рифампицин (RIF), этамбутол 
гидрохлорид (EMB), амикацин (AMK), моксифлок-
сацин (MXF), левофлоксацин (LEF), этионамид 
(ETH), канамицин сульфат (KAN), капреомицин 
сульфат (CAP). STR, INH, EMB, AMK, MXF, LEF, 
KAN растворяли в стерильной дистиллированной 
воде. RIF и ETH растворяли в этиловом спирте 95%. 
Полученные рабочие растворы разливали в крио-
пробирки и хранили при минус 70°С не более 6 мес.
Культивирование образцов с критическими кон-
центрациями ПТП и микобактериофагом D29. Вы-
деление ДНК
Культуры клинических изолятов МБТ, получен-
ные в результате первичного культивирования в 
системе MGIT Bactec, вносили по 200 мкл в лунки 
24-луночного культурального планшета. Количе-
ство используемых лунок определялось как (N+1), 
где N – количество проверяемых антибактериаль-
ных препаратов, 1 – контрольная лунка. В каждую 
лунку, содержащую 200 мкл культуры клинического 
штамма МБТ, добавляли 800 мкл жидкой питатель-
ной среды Миддлбрук 7Н9, содержащей 10% ро-
стовой добавки OADC и 1 мM хлорида кальция. 
Далее в каждую лунку, кроме контрольной, вносили 
10 мкл субстанции одного из проверяемых антибак-
териальных препаратов, содержащей критическую 
концентрацию этого препарата. После этого куль-
туры МБТ в планшете инкубировали в течение 48 ч, 
а затем во все лунки, включая контрольную, вноси-
ли по 50 мкл микобактериофага D29 с активностью 
108 БОЕ/мл и продолжали инкубирование еще 48 ч.
На 5-е сут образцы переносили в микропробирки 
типа «эппендорф» объемом 1,5 мл, центрифугирова-
ли 10 мин при 13 000 об/мин. Затем аккуратно уда-
ляли супернатант и к осадку добавляли по 200 мкл 
деионизованной воды, перемешивали содержимое 
пробирок на микроцентрифуге-встряхивателе и ин-
кубировали в термостате при 95°С в течение 30 мин. 
После этого раствор ДНК использовали для иссле-
дования с помощью ПЦР-РВ.
Количественный анализ микобактериофага D29 
и МБТ методом ПЦР-РВ
Для обнаружения микобактериофага D29 ис-
пользовали специфический фрагмент из после-
довательности полного генома микобактериофага 
D29. Из этой последовательности были выбраны 
праймеры: D29-F (agc-cga-tca-gaa-gca-cgg-gc); 
D29-R (agc-ggc-tct-tag-gag-ggg-cc) и ДНК зонд 
Pb_D29_up_FAM [(FAM)-ag-cca-cga-act-cgc-gac-cc
a-cgg-(RTQ1)]. Для обнаружения и количествен-
ного анализа МБТ использовали специфические 
праймеры и ДНК-зонд из последовательности фраг-
мента однокопийного гена regX3 МБТ. Для про-
ведения ПЦР-РВ использовали приборы CFX96 
(«Bio-Rad», США) и АНК-32 (Институт аналитиче-
ского приборостроения РАН, Россия). Реакционная 
ПЦР-смесь объемом 25 мкл включала: разбавитель 
(в составе: 10х ПЦР-буфер (KCl, 500 мМ; Трис-НCl, 
pH 8,8); 25 мМ MgCl2; 50%-ный глицерол; вода для 
ПЦР), эквимолярную смесь дезоксинуклеозид-
трифосфатов (dNTP) по 250 мкМ каждого, флюо-
ресцентный зонд Pb_D29_up_FAM в количестве 
3 пмоль, праймеры D29-F и D29-R в количестве по 
5 пмоль каждого праймера, смесь праймеров и зонда 
СПЗ «regX_MTB_ROX» (ООО «Синтол», Россия), 
2,5 ед. Taq-полимеразы (ООО «Синтол», Россия) 
и 5 мкл образца ДНК. Амплификацию проводили 
по программе: 2 мин – 95°C; 40 циклов: 15 с – 95°C, 
40 с – 63°C.
Результаты исследования
Определение лекарственной чувствительности 
МБТ к ПТП с помощью микобактериофага D29 
представляет собой фенотипический метод, в кото-
ром размножение микобактериофагов коррелирует 
с ингибированием метаболизма МБТ ПТП, уро-
вень которого определяется при количественном 
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анализе ДНК микобактериофага с использованием 
ПЦР-РВ. 
Культуры клинических изолятов МБТ, получен-
ные после первичного культивирования в жидкой 
питательной среде с применением автоматизиро-
ванной системы Bactec MGIT, определенные как 
«положительные» и идентифицированные как МБТ, 
культивируют в жидкой питательной среде в при-
сутствии ПТП в критических концентрациях с по-
следующим добавлением микобактериофага D29. 
Так как литический микобактериофаг D29 размно-
жается в микобактериях только при их активном 
метаболизме, то при сохранении чувствительности 
МБТ к определенному ПТП метаболизм их ингиби-
руется, соответственно, бактериофаг не размножа-
ется. И, наоборот, при устойчивости МБТ к опре-
деленному ПТП их метаболизм остается активным 
и бактериофаг размножается. 
Технология метода, ранее описанная в работах 
S. Pholwat et al. 2012 [19] и S. Foongladda et al. 
[10], нами модифицирована и усовершенствована. 
Мы сократили количество необходимых процедур 
(этапы концентрирования культуры МБТ) и изме-
нили формат проведения исследований (24-луноч-
ный планшет). 
Обнаружение специфических фрагментов ну-
клеиновых кислот микобактериофага D29 и МБТ 
проводили методом мультиплексной ПЦР-РВ.
В разработанной мультиплексной ПЦР-РВ-си-
стеме используются две независимые реакции, ко-
торые проводятся в одной пробирке одновременно. 
Первая реакция (по каналу FAM) позволяет об-
наружить специфический фрагмент ДНК микобак-
териофага D29. Наличие положительной динамики 
изменения флюоресценции по отношению к отри-
цательному контролю для этой реакции свидетель-
ствует о наличии в образце ДНК микобактериофага 
D29. Вторая реакция (по каналу ROX) позволяет 
обнаружить специфический фрагмент ДНК гена 
regX, представленного в геноме МБТ одной копи-
ей. Наличие положительной динамики изменения 
флюоресценции по отношению к отрицательному 
контролю для этой реакции свидетельствует о на-
личии в образце ДНК МБТ.
Так как в качестве анализируемого образца мо-
жет быть любой образец культуры клинического 
изолята МБТ, то вторая реакция является гене-
тическим маркером подтверждения присутствия 
МБТ и играет роль внутреннего контроля, кон-
тролируя возможное ингибирование ПЦР-РВ- 
реакции в целом.
Чувствительность клинических изолятов МБТ 
определяли путем сравнения значений пороговых 
циклов флюоресценции в ПЦР-РВ, соответству-
ющих количеству микобактериофага D29 в образ-
цах, между контрольной пробой (контролем роста 
культуры без ПТП) и опытной – с использованием 
критической концентрации ПТП. Образец интер-
претировался как чувствительный, если разница 
в значениях пороговых циклов между контролем 
без ПТП (КР) и исследуемым образцом в присут-
ствии конкретного ПТП составляла 3 цикла и более: 
ΔCt = |CtПТП – СtКР| ≥ 3, образец интерпретировался 
как устойчивый, если ΔCt = |CtПТП  – СtКР| < 3.
Для исключения недостоверных результатов в 
каждый опыт обязательно включали контроль раз-
множения фага, т. е. начальное количество фага, 
добавляемое к культуре МБТ. Результаты опреде-
ления чувствительности/устойчивости МБТ счита-
ли достоверными только при получении разницы в 
пороговых циклах ПЦР-РВ (ΔCt) между контролем 
фага и контрольной пробой образца (КР ‒ контроль 
роста культуры без ПТП) не менее 3,0-3,5 цикла. 
Такая разница обусловлена формулой расчета 
количества продукта, получаемого при ПЦР-РВ- 
амплификации (Qn = Q0 × (1 + E)
n, где Q0 – исход-
ное количество ДНК-матрицы, Е – эффективность 
амплификации, n – число циклов амплификации) 
и аналитическими характеристиками ПЦР-РВ си-
стемы для количественного анализа фага и МБТ. 
Эффективность амплификации всех реакций 
используемой мультиплексной системы равна 
0,90-1 (90-100%), что соответствует увеличению 
продукта за один цикл амплификации в 1,9-2,0 раза. 
Следовательно, разница между пороговыми цикла-
ми для образцов в 3,5 цикла (ΔCt = 3,5) будет соот-
ветствовать разнице в количестве исходной ДНК 
в 10 раз, то есть свидетельствовать о размножении 
фага в контрольной пробе образца.
Примеры интерпретации результатов представ-
лены на рис. 1, 2, 3.
В табл. 1 представлены цифровые данные о те-
стировании трех культур МБТ к 8 ПТП. 
Для штамма H37Rv (рис. 1) разница в пороговых 
циклах ПЦР-РВ между контролем без антибиотика и 
пробами с ПТП составляет более 10 циклов (Ct > 10) 
для любого ПТП. Контроль размножения фага, т. е. 
разница между пороговым циклом контроля фага 
(CtКФ), соответствующего количеству фага, добав-
ляемому к образцу, и пороговым циклом контроля 
культуры без ПТП (CtКР) составляет 11,88 цикла 
(Ct фага = CtКФ – CtКР = 30,07 – 18,19 = 11,88), что 
свидетельствует об увеличении количества фага в 
контрольной пробе без ПТП более чем в 103 раз. 
При этом количество микобактериофага D29 в 
образцах с ПТП не изменилось относительно на-
чального количества фага, добавленного к образцу 
(Ctфага ≈ Ctптп). Штамм H37Rv является эталоном 
чувствительной культуры.
В противоположность штамму H37Rv культура 
МБТ № 51 (рис. 2) устойчива ко всем анализиру-
емым ПТП. Разница в пороговых циклах ПЦР-РВ 
ΔCt составляет от 0,49 до 1,17 при значении контро-
ля размножения фага (ΔCtфага), равном 9,33 цикла.
Культура МБТ № 25 (рис. 3) является культурой 
с множественной лекарственной устойчивостью, 
устойчива к 7 тестируемым ПТП (ΔCt = 0,18 ÷ 2,21) 
и чувствительна лишь к этамбутолу (ΔCt = 3,73).
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Критериями достоверности полученных резуль-
татов являются два контроля: контроль образца 
без ПТП и контроль размножения фага. Порого-
вый цикл для контрольной пробы без ПТП должен 
иметь либо наименьшее значение по сравнению с 
пробами с ПТП, либо значение не более чем на 
3 цикла больше, чем наименьшее значение поро-
гового цикла пробы с ПТП: CtПТП+3 < CtКР < CtПТП. 
Получение значения порогового цикла для контро-
ля без ПТП CtКР > CtПТП+3 будет свидетельствовать 
о некорректном анализе контрольной пробы без 
ПТП, и результаты по всем ПТП для этого образца 
признаются недостоверными. Контроль размноже-
ния фага, т. е. разница между пороговым циклом 
контроля фага CtКФ, соответствующего количеству 
фага, добавляемому к образцу, и пороговым циклом 
контроля пробы без ПТП должен составлять более 
3 циклов (ΔCt фага = CtКФ – CtКР > 3), что свидетель-
ствует об увеличении количества фага в контроль-
ной пробе без ПТП не менее чем в 10 раз.
Разработанная технология на основе применения 
микобактериофагов в нашем исследовании полу-
чила рабочее название «ТБ-фаг-ЛЧ». Далее было 
проведено сравнение результатов определения ле-
карственной чувствительности клинических изоля-
тов МБТ, проведенных с помощью «ТБ-фаг-ЛЧ» и в 
автоматизированной системе Bactec MGIT, рассма-
триваемой в качестве эталонного метода сравнения 
[12, 14]. Совпадения оценки лекарственной чув-
ствительности МБТ к ПТП методом «ТБ-фаг-ЛЧ» 
и в системе Bactec MGIT признавались «истин-
ным» результатом: истинно-устойчивые (ИУ) или 
истинно-чувствительные (ИЧ). При несовпадении 
с данными Bactec MGIT фиксировались ложно- 
устойчивые (ЛУ) и ложно-чувствительные (ЛЧ) 
Рис. 1. Результаты анализа музейной культуры 
МБТ H37Rv – чувствительна ко всем тестируемым 
ПТП 
Fig. 1. The results of testing the museum culture of MTB H37Rv – 
sensitive to all tested anti-tuberculosis
Рис. 2. Результаты анализа культуры МБТ № 51 – 
устойчива ко всем тестируемым ПТП  
Fig. 2. The results of testing MTB culture no. 51 – sensitive to all tested 
anti-tuberculosis  
Рис. 3. Результаты анализа культуры МБТ 
№ 25 – устойчива к нескольким тестируемым 
ПТП, сохранена чувствительность к одному из 
тестируемых ПТП 
Fig. 3. The results of testing MTB culture no. 25 – resistant to several 
anti-tuberculosis drugs; sensitive to 1 anti-tuberculosis drug 
Примечание: здесь и в табл. 2 – жирным шрифтом выделены данные, свидетельствующие о наличии лекарственной 








ΔCt = |CtПТП – CtКР|
STR INH RIF EMB AMK MXF LEF KAN
H37Rv 30,07 18,19 11,88 10,54 10,90 10,86 10,46 10,48 10,81 10,80 10,10
51 30,00 20,67 9,33 0,54 0,49 0,24 1,17 0,44 0,56 0,91 0,04
25 26,32 18,17 8,15 0,30 0,08 0,24 3,73 0,06 2,21 0,18 1,78
Таблица 1. Результаты анализа методом ускоренного определения лекарственной чувствительности МБТ к 8 ПТП с 
помощью микобактериофага D29
Table 1. Results of rapid drug sensitivity testing of MTB to 8 anti-tuberculosis drugs using  mycobateriophage D29
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результаты метода «ТБ-фаг-ЛЧ». Для «ТБ-фаг-ЛЧ» 
определены «чувствительность» и «специфичность» 
с помощью следующих формул:
Чувствительность =       ИУ          × 100%
   ИУ+ЛЧ
обозначает частоту (%) определения тестируе-
мым методом лекарственной устойчивости среди 
лекарственно-устойчивых штаммов МБТ (по дан-
ным эталона); 
Специфичность =         ИЧ        × 100%
 ИЧ+ЛУ
обозначает частоту (%) отсутствия определения 
тестируемым методом лекарственной устойчивости 
среди лекарственно-чувствительных штаммов МБТ 
(по данным эталона).
Интервалы чувствительности и специфичности 
(с доверительной вероятностью 95%) определения 
лекарственной чувствительности МБТ с помощью 
«ТБ-фаг-ЛЧ» для образцов культур, истинно лекар-
ственно-устойчивых и истинно лекарственно-чув-
ствительных, определяли по методу Клоппера и 
Пирсона [7].
Всего была изучена лекарственная чувстви-
тельность: 108 клинических изолятов к стрепто-
мицину, изониазиду, рифампицину и этамбутолу; 
90  клинических изолятов к амикацину, мок-
сифлоксацину, левофлоксацину и канамицину; 
56 клинических изолятов к этионамиду и капре-
омицину (табл. 2).
Как видно из табл. 2, определение лекарствен-
ной чувствительности к изониазиду, рифампицину, 
левофлоксацину, этионамиду и капреомицину но-
вым методом «ТБ-фаг-ЛЧ» продемонстрировало 
100%-ную чувствительность при 100%-ной специ- 
фичности. Несколько ниже чувствительность к стреп-
томицину ‒ 98,5% при 100%-ной специфичности и 
моксифлоксацину ‒ 94,1% при 98,6%-ной специфич-
ности. Самые низкие показатели были показаны для 
амикацина – чувствительность 88,2% при специфич-
ности 94,5% и этамбутола – чувствительность 86% при 
специфичности 96,9%, что соответствует таковым при 
различных молекулярно-генетических методах [3, 14].
Важным показателем для клинического исполь-
зования метода является длительность исследова-
ния до получения результата. При использовании 
«ТБ-фаг-ЛЧ» данные о лекарственной чувстви-
тельности клинического изолята МБТ могут быть 
получены через 5 сут по сравнению с 8-10 сут при 
определении лекарственной чувствительности изо-
лята МБТ с помощью Bactec MGIT.
Методы полногеномного секвенирования для 
быстрого определения лекарственной чувствитель-
ности клинических изолятов МБТ к ПТП, анали-
зируемые в сравнении с Bactec MGIT, позволили 
Таблица 2. Результаты сравнительных исследований клинических изолятов МБТ с помощью тест-системы 
«ТБ-фаг-ЛЧ» и автоматизированной системы Bactec MGIT 














Результаты «ТБ-фаг-ЛЧ» Характеристики «ТБ-фаг-ЛЧ» (%)
S R Чувстви- тельность
Интервал  
чувствитель- 










S 43 43 (ИЧ) 0 (ЛУ)
98,5 91,7-100 100 91,8-100
R 65 1 (ЛЧ) 64 (ИУ)
Изониазид 0,1
S 50 50 (ИЧ) 0 (ЛУ)
100 93,8-100 100 92,9-100
R 58 0 (ЛЧ) 58 (ИУ)
Рифампицин 1
S 59 59 (ИЧ) 0 (ЛУ)
100 92,7-100 100 93,9-100
R 49 0 (ЛЧ) 49 (ИУ)
Этамбутол 5
S 65 63 (ИЧ) 2 (ЛУ)
86 72,1-94,7 96,9 89,3-99,6
R 43 6 (ЛЧ) 37 (ИУ)
Амикацин 1
90
S 73 69 (ИЧ) 4 (ЛУ)
88,2 63,6-98,5 94,5 86,6-98,5
R 17 2 (ЛЧ) 15 (ИУ)
Моксифлоксацин 1
S 73 72 (ИЧ) 1 (ЛУ)
94,1 71,3-99,9 98,6 92,6-100
R 17 1 (ЛЧ) 16 (ИУ)
Левофлоксацин 1,5
S 69 69 (ИЧ) 0 (ЛУ)
100 83,9-100 100 94,8-100
R 21 0 (ЛЧ) 21 (ИУ)
Канамицин 2,5
S 60 60 (ИЧ) 0 (ЛУ)
86,7 69,3-96,2 100 94-100
R 30 4 (ЛЧ) 26 (ИУ)
Этионамид 5
56
S 31 31 (ИЧ) 0 (ЛУ)
100 86,3-100 100 88,8-100
R 25 0 (ЛЧ) 25 (ИУ)
Капреомицин 2,5
S 49 49 (ИЧ) 0 (ЛУ)
100 59-100 100 92,7-100
R 7 0 (ЛЧ) 7 (ИУ)
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определить их прогноз чувствительности к изониа-
зиду, рифампицину, амикацину, канамицину, стреп-
томицину в пределах 94-100% при специфичности 
не менее 99%. Однако прогноз чувствительности 
для этамбутола составил 62,6%, капреомицина ‒ 
83%, моксифлоксацина ‒ 81% [14, 21]. При этом, 
по мнению экспертов, технологии полногеномного 
секвенирования могут проводиться только в круп-
ных централизованных лабораториях и стоимость 
каждого исследования может быть в 5 раз и более 
выше по сравнению с фенотипическими методами.
Разработанная нами тест-система «ТБ-фаг-ЛЧ», 
сочетающая фенотипический и молекулярно-гене-
тический методы, по эффективности не уступает 
основным используемым в настоящее время мето-
дам определения лекарственной чувствительности 
МБТ. Предварительные расчеты показали, что себе-
стоимость определения чувствительности к одному 
препарату может быть в 8-10 раз ниже таковой при 
использовании системы Bactec MGIT. 
Заключение
На основе проведенных исследований с примене-
нием литического микобактериофага D29 и муль-
типлексного ПЦР-анализа разработан усовершен-
ствованный фенотипический метод (тест-система) 
ускоренного до 5 дней определения чувствитель-
ности к ПТП клинических изолятов МБТ, полу-
ченных при первичном культивировании в системе 
Bactec MGIT. 
Сравнительные исследования нового феноти-
пического метода определения лекарственной 
чувствительности с эталонным методом (Bactec 
MGIT) определили его чувствительность для раз-
ных препаратов на уровне 86-100% при специфич-
ности 94,5-100%. 
Предварительные расчеты себестоимости соот-
ветствующего перспективного набора реагентов 
предполагают его высокую экономическую эффек-
тивность.
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